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pGEX6P-1/Osthi1を保持するRosetta-gami B （DE3） 
pLysS株は，1リットル容のフラスコに400 mlの改
変型Davis培地（1リットルあたり，K2HPO4 7 g，
KH2PO4 2 g，MgSO4-7H2O 0.2 g，（NH4）2SO4 0.5 g，







mlのPBSバッファー（1リットルあたり，NaCl 8 g， 




Applied Science）を200 units加えて70 rpmで30分振
とうした．遠心分離後，上清を回収し，0.45 μmの
フィルタ （ーIWAKI GLASS）でろ過を行った．この




6.06 g，NaCl 2.92 g，EDTA 0.186 g，pH 7.3）に20 units 






溶液を透析により50 mM MES （pH 6.0）で平衡化
後，同様に50 mM MES （pH 6.0）で平衡化した5 ml 
















III time-of-fright mass spectrometer（Bruker Daltonics）
を用いた．全てのサンプルはpositive ion reﬂector 
modeにて測定を行った．1 μlの精製Osthi1蛋白質と







M. oryzae Guy11，ヒト病原性真菌であるカンジダ 
Candida albicans CAI4，出芽酵母Saccharomyces cere-
visiaeW303-1A（ATCC：208352），大腸菌Escherichia 
coli JM109，イネ白葉枯病菌 Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae （MAFF210559），イネ褐条病菌 Acidovarax 

























































































oryzae Guy11） ，カンジダ（C. albicans CAI4），出芽酵
母（S. cerevisiae W303-1A），大腸菌（E. coli JM109），
イネ白葉枯病菌（X. oryzae pv. oryzae），イネ褐条病菌



















注） A：Osthi1遺伝子はSignal peptide，Thionin，Acidic proteinの3領域から構成されている．




















注） A： 精製したOsthi1のトリシンSDS-PAGEの泳動．Mは分子量マーカー，1はAFP1（1.5 µg），2はAFP1（4.5 µg），3はOsthi1
（1.5 µg），4はOsthi1（4.5 µg）の蛋白質試料．AFP1はアブラナ科植物由来のディフェンシン蛋白質で，51アミノ酸で構成さ
れ，分子内に4つのジスルフィド結合を有する抗菌性蛋白質である．本研究のOsthi1と同様にpGEX6P-1ベクターを用い，









イネいもち病菌（Magnaporthe oryzae） 1.75 （±0.40）
カンジダ（Candida albicans） 4.37 （±0.46）
出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae） 4.74 （±1.16）
大腸菌（Escherichia coli） >140
イネ白葉枯病菌（Xanthomonas oryzae pv. oryzae） >140
















































たシロイヌナズナは，糸状菌Fusarium oxysporum f. 
sp. matthiolaeに抵抗性を示した（8）．また，Thi2.1遺
伝子をトマトに導入して糸状菌Fusarium oxysporum 
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Production of the recombinant rice thionin peptide Osthi1 in 
Escherichia coli and assessment of its antimicrobial activity
Yoshiyuki Sagehashi＊1, Hiroaki Takaku＊2 and Osamu Yatou＊3
Summary
Thionins are small, basic, and cysteine-rich antimicrobial plant peptides. We produced the rice thionin Osthi1 peptide 
that contains three disulfide bounds, and has a molecular weight of approximately 5 kDa, as a recombinant peptide in 
Escherichia coli. Recombinant Osthi1 exhibited antifungal activity against the rice blast pathogen Magnaporthe oryzae, 
the human pathogen Candida albicans and the yeast Saccharomyces cerevisiae, although its antimicrobial activity 
against the rice pathogen bacteria was less pronounced than that against fungi. These results suggest that recombinant 
Osthi1 could act as a potent antifungal agent. To our knowledge, this is the first report of a system of rice thionin Osthi1 
production in E. coli, and the subsequent evaluation of its antimicrobial activity. 
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